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研究论著

TRPM2 离子通道在颞叶癫痫相关神经炎症中
的作用研究

王星辰  刘瑞寒  肖翔宇  夏敏  李秋波  孔庆霞

【摘要】  目的  探讨小胶质细胞及星形胶质细胞中的瞬时受体电位 M2 型（TRPM2）离子通道在颞叶癫痫（TLE）

相关神经炎症中的作用。方法  将大鼠随机分为对照组和癫痫组，癫痫组采用氯化锂 - 毛果芸香碱（匹罗卡品）制作

癫痫模型，对照组给予等剂量的生理盐水代替，根据造模后观察的时间将 TLE 大鼠随机分为 7 个亚组（n = 5）：急性

期（3 h 组、6 h 组、1 d 组、2 d 组）、潜伏期（14 d 组）、慢性期（30 d 组、90 d 组）。检测 TRPM2 在不同亚组 TLE
大鼠海马中的表达及 TRPM2 在大鼠海马中的细胞定位情况。采用过氧化氢（H2O2）诱导小胶质细胞 BV2 及星形胶质

细胞 C8 细胞系，检测细胞释放 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 的水平，检测 H2O2 诱导的 BV2 及 C8 细胞中 TRPM2、聚腺苷二

磷酸核糖聚合酶 -1（PARP-1）、糖原合成酶激酶 3β（GSK-3β）、磷酸化核因子 κB p65 蛋白（p-NF-κB p65）的表达变化，

同时检测 H2O2 诱导 BV2 细胞中钙调神经磷酸酶（CaN）的活性变化。结果  急性期 TLE 大鼠海马中的 TRPM2 表达升

高（P < 0.05）。H2O2 诱导的 BV2 及 C8 细胞中 TRPM2 的表达升高、炎症因子释放增加（P 均 < 0.05），H2O2 可促进

BV2 细胞中 PARP-1、p-NF-κB p65 的表达并提高 CaN、GSK-3β 的活性（P 均 < 0.05）。结论  氧化应激可促进小胶质

细胞及星形胶质细胞 TRPM2 及促炎细胞因子的表达，癫痫反复发作引起的氧化应激可能在小胶质细胞中通过 TRPM2/
CaN/ p-NF-κB p65 通路介导 TLE 相关神经炎症的发生。
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【Abstract】  Objective To investigate the role of transient receptor potential melatonin 2 （TRPM2） ion channels in microglia 
and astrocytes in temporal lobe epilepsy （TLE） -associated neuroinflammation. Methods Rats were randomly divided into the control 
group and epilepsy group. Seizure models were induced by lithium chloride-pilocarpine in the epilepsy group， and those in the control 
group were injected with the same dose of saline. The TLE rats were randomly divided into 7 subgroups according to the observation 
time after model establishment： acute phase （3 h group， 6 h group， 1 d group， 2 d group）， latent phase （14 d group） and chronic 
phase （30 d group， 90 d group） subgroups （n = 5）. The expression level of TRPM2 in the hippocampus of TLE rats at different stages 
were detected， and the cellular localization of TRPM2 in the brain of TLE rats was investigated. BV2 and C8 cell lines were induced 
by hydrogen peroxide （H2O2）. The levels of IL1-β， IL-6 and TNF-α released by BV2 and C8 cells were observed by ELISA. The 
levels of TRPM2， poly （ADP-ribose） polymerase 1 （PARP-1）， glycogen synthase kinase-3β （GSK-3β） and phosphorylated nuclear 
factor-κb p65 （p-NF-κb p65） were measured in H2O2-induced BV2 and C8 cells. Meantime， the activity of Calcineurin （CaN） in 
H2O2-induced BV2 was observed. Results The TRPM2 expression in 2d epileptic rat hippocampus was increased （P < 0.05）. The 
expression of TRPM2 and the release of inflammatory cytokines were increased in H2O2 induced-BV2 and C8 cells （both P < 0.05）. 
H2O2 could up-regulate the expression of PARP-1 and p-NF-κB p65 and enhance the activity of CaN in BV2 cells （all P < 0.05）. 
Conclusions Oxidative stress can up-regulate the expression levels of TRPM2 and pro-inflammatory cytokines in microglia and 
astrocytes. Oxidative stress caused by recurrent epilepsy may mediate the occurrence of TLE-associated neuroinflammation through the 
TRPM2/ CaN/p-NF-κB p65 pathway in microglia.
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癫痫是一种严重的慢性神经系统疾病，全世

界超过 7 000 万人受其影响［1］。目前约 30% 的癫痫

患者药物治疗效果不佳，进展为耐药性癫痫，其

中颞叶癫痫（TLE）是最常见的耐药性癫痫类型［2-3］。 
有证据表明，神经元兴奋性增加伴随着神经炎症

和活性氧的过度产生，且神经炎症在癫痫的病理

生理中起着重要作用，是耐药性癫痫的共同病理

特征［4-6］。因此，进一步了解神经炎症在癫痫中的

作用，为患者提供更多的治疗方法十分必要。

瞬时受体电位 M2 型（TRPM2）离子通道是

瞬时受体电位通道超家族中 TRPM 亚家族的第

二个成员，被认为是一种氧化应激敏感的钙离子

（Ca2+）通透性通道，对过氧化氢（H2O2）等氧化

应激产物的刺激高度敏感［7-8］。细胞内升高的 Ca2+

和 ADP 核糖（ADPR）可调节 TRPM2 离子通道的

开放，此外，TRPM2 也可被不同的应激因素调节，

如酸性 pH 值、谷胱甘肽和高温［9-11］。TRPM2 广泛

分布于中枢神经系统，在神经元、星形胶质细胞

及小胶质细胞中高表达，并参与氧化应激引起的

神经元死亡［7］。Hu 等［12］发现敲除 TRPM2 可抑制癫

痫小鼠海马中小胶质细胞和星形胶质细胞的激活，

并可降低癫痫小鼠海马中的神经炎症反应，提示

TRPM2 在癫痫相关神经炎症中发挥重要作用， 但

相关的报道很少，潜在细胞和分子机制仍有待深

入研究。

氧化应激下的 TRPM2 信号传导主要围绕聚

腺苷二磷酸核糖聚合酶（PARP），尤其是 PARP-
1［13］。现已证明 H2O2 等过氧化物可激活 PARP-1，从

而激活 TRPM2 离子通道，导致 Ca2+ 内流，细胞内

Ca2+ 稳态发生变化［14］。钙调神经磷酸酶（CaN）在

大脑中高表达，是已知的唯一对 Ca2+ 信号高度敏

感的丝氨酸 / 苏氨酸蛋白磷酸酶，在调节神经免疫

功能和神经炎症过程中发挥着不可或缺的作用［15］。

据报道，在神经源性细胞中，CaN 可调节糖原合成

酶激酶 3β（GSK-3β）丝氨酸 -9 的去磷酸化，导

致 GSK-3β 的激活 ［16］。Jiang 等［16］在研究双相情感

障碍时发现，TRPM2 离子通道可通过激活 CaN 来

调节 GSK-3β 的活性，而 GSK-3β 的激活可导致核

转录因子 -κB p65 蛋白（NF-κB p65）的磷酸化和

易位，加重炎症反应［17］。由此推测，癫痫反复发作

引起的氧化应激反应可通过促进 PARP-1 的产生激

活 TRPM2 离子通道，介导 Ca2+ 内流，并通过 CaN/
GSK-3β/ NF-κB p65 通路介导神经炎症的产生。本

研究首次对 TRPM2 介导癫痫相关神经炎症的主要

作用细胞 PARP-1/TRPM2/CaN/GSK-3β/ NF-κB p65
通路在癫痫相关神经炎症中的作用进行了探索，

分析 TRPM2 在癫痫发生发展中的作用，为 TLE 的

治疗提供新的思路。

材料与方法

一、实验材料 
1. 实验动物 
90 只 7~8 周龄、体质量 270~300 g 的 SPF 级

雄性 SD 大鼠购自济南鹏悦有限公司。

2. 主要试剂与仪器

氯化锂、阿托品、毛果芸香碱（匹罗卡品）购

自中国 Macklin 公司，TRPM2 抗体、PARP-1 抗体、

辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG 二抗、离子钙

结合衔接分子 1（Iba-1）抗体、山羊抗兔 IgG H&L 
Alexa Fluor R 647 以及山羊抗小鼠 IgG H&L Alexa 
Fluor R 555 购自美国 Abcam 公司，TRPM2 抗体（用

于免疫荧光染色）购自中国 ABclonal 公司，p-NF-κB 
p65 抗体购自美国 Affinity 公司，GAPDH 抗体、超

敏 ECL 蛋白印迹检测试剂购自美国 Proteintech 公

司，胶质纤维酸性蛋白（GFAP）抗体、4’，6- 二

脒基 -2- 苯基吲哚（DAPI）抗体购自中国 BOSTER
公 司， 过 氧 化 氢（H2O2） 购自 美 国 Sigma-Aldrich
公司，全细胞裂解试剂盒购自中国凯基生物公司，

BCA 蛋白浓度测定试剂盒购自碧云天生物技术有限

公司，GENMED 细胞 CaN 活性比色法定量检测试

剂盒购自上海杰美基因医药科技生物有限公司。使

用美国 Bethesda 的 ImageJ 软件，美国 GE 公司的

Image Quant LAS 500 生物分子成像仪，德国 ZEISS
公司的 LSM800 共聚焦显微镜。 

二、实验方法

1. 分组与模型建立 
采用随机数表法将大鼠分为对照组和癫痫组，

于癫痫组大鼠腹腔注射氯化锂，18~20 h 后腹腔注

射阿托品，注射阿托品 30 min 后腹腔注射盐酸匹罗

卡品并进行行为学观察，根据 Racine 评分进行分

级，达到Ⅳ~Ⅴ级癫痫发作的大鼠为 TLE 造模成功

大鼠［18］。对注射匹罗卡品 30 min 后未达到Ⅳ~Ⅴ级

癫痫发作的大鼠，继续每 10 min 注射 10 mg/kg 匹

罗卡品，直至达到Ⅳ~Ⅴ级癫痫发作（最多追加 5
次）。对惊厥持续 1 h 的大鼠给予腹腔注射 10 mg/kg 
地西泮控制惊厥。于对照组大鼠腹腔注射 0.9% 生
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理盐水。死亡大鼠及癫痫发作等级未达到Ⅳ~Ⅴ

级的大鼠退出实验。造模成功的大鼠按随机数

表法分为 7 个亚组（n = 5）：急性期（3 h、6 h、 
1 d、2 d）、潜伏期（14 d）和慢性期（30 d、90 d）。

本动物实验经济宁医学院附属医院伦理委员会批

准（批件号：2023-04-B002）。

2. 细胞培养

BV2 细胞及 C8 细胞使用含有 4 500 mg/L 葡萄

糖、1% 青霉素 / 链霉素和 10% 胎牛血清的 DMEM
培养基在 5% 二氧化碳、37 ℃下培养。将细胞接

种于 6 孔板中直至细胞密度达到 70%~80%。实

验 组 BV2 细 胞 及 C8 细 胞 用 含 1 mmol/L H2O2 的

DMEM 处理 3 h、6 h、12 h、24 h，对照组细胞用

等体积的 DMEM 处理。本研究所有细胞实验均进

行 3 次。

3. 蛋白免疫印迹法检测相关蛋白的表达

TLE 大鼠中 TRPM2 的表达以及 H2O2 诱导的

BV2 细胞中 TRPM2、PARP-1、p-NFκB-p65 的表达：

根据全细胞裂解试剂盒（KeyGEN BioTECH）的说

明书提取 TLE 大鼠海马以及 BV2 细胞的蛋白进行

定量。上样分离、转移、封闭后于 4℃与一抗孵育

过夜，洗涤，将膜与 HRP 标记的山羊抗兔 IgG 二

抗在室温中孵育 1 h。使用超敏 ECL 蛋白印迹检测

试剂显示免疫反应带。用 ImageJ 软件进行半定量

分析。

4. 免疫荧光染色 
组织切片复温后用磷酸盐缓冲液（PBS）冲洗，

孵育、封闭、移除封闭液后与 TRPM2 抗体以及

Iba-1 抗体在 4℃孵育过夜，洗涤，室温与山羊抗

兔 IgG 和山羊抗小鼠 IgG 孵育 1 h，洗涤，用 DAPI
染色 15 min，洗涤后封片。采用 LSM800 共聚焦显

微镜进行图像采集。

5. ELISA 检测细胞培养基炎症因子表达情况

上述细胞离心后取培养基，按照说明书用

ELISA 试剂盒检测其中的 IL-1β、IL-1 及 TNF-α，

根据标准品的浓度与检测结果计算出待测样品中

各细胞因子浓度。

6. CaN 活性检测 
用 CaN 检测试剂盒检测 H2O2 诱导的 BV2 细胞

中 CaN 活性，在平板扫描仪 660 nm 处测定吸光度。

CaN 活性的定义为 CaN 以 1 mg 蛋白 / 分钟释放的

游离磷酸盐量。

三、统计学处理

采用 GraphPad Prism 8 进行统计分析。实验数

据均符合正态分布，以 表示。多组间比较采

用单因素方差分析，多重比较使用 Dunnett-t 检验。

P < 0.05 为差异有统计学意义。

结    果

一、TRPM2 在癫痫组大鼠海马中呈动态表达

急性期（2 d）癫痫组大鼠海马中 TRPM2 表达

升高（P < 0.05）；而潜伏期和慢性期（14 d、30 d、

90 d）TLE 大鼠海马中 TRPM2 的表达与对照组比

较差异无统计学意义。见图 1。

二、TRPM2 在癫痫组大鼠海马中的细胞定位

免 疫 荧 光 结 果 显 示，TRPM2 在 对 照 组 和 癫

痫组大鼠海马中与 Iba-1 和 GFAP 共表达，表明

TRPM2 在对照组和癫痫组大鼠海马的星形胶质细

胞和小胶质细胞中均有表达。与对照组相比，癫

痫组中小胶质细胞处于激活状态，表现为小胶质

细胞增多、远端突触减少、突触增粗、胞体变大、

注：与 对照组比较， **P < 0.01，ns 为 P > 0.05。

图 1 TRPM2 在不同时期癫痫大鼠海马中的表达变化
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Iba-1 荧光强度增强，同时，TRPM2 在活化的小胶

质细胞中的表达较多。癫痫组中星形胶质细胞胞

体增大、突触变多、增粗、荧光强度增强，表明

癫痫组海马中星形胶质细胞激活，且 TRPM2 在激

活的星形胶质细胞中的表达较多。见图 2。

三、TRPM2 在 H2O2 诱导的 C8 和 BV2 细胞

中的表达

蛋白免疫印迹结果显示，H2O2 诱导的 BV2 细胞

及 C8 细胞中 TRPM2 表达量均较对照组高（PBV2 12 h< 
0.01；PBV2 24 h <0.001；PC8 6 h <0.05；PC8 12 h <0.05；PC8 24 h < 
0.01），且表达量随 H2O2 刺激时间的延长而增加。

见图 3。

四、H2O2 诱导的 BV2 和 C8 细胞中促炎细胞

因子的表达

采用 ELISA 检测 H2O2 诱导的 BV2 和 C8 细胞

分 泌 促 炎 细 胞 因 子 IL-1β、IL-6 以 及 TNF-α 的 水

平。结果显示，随着 H2O2 刺激时间的延长，BV2 细

胞释放 IL-1β、IL-6 及 TNF-α 的水平增加（PIL-1β 3 h < 
0.05；PIL-1β 12 h <0.01；PIL-1β 24 h <0.001；PIL-6 24 h <0.05；

PTNF-α 3 h <0.01；PTNF-α6 6 h <0.001；PTNF-α 12 h <0.001； 

注：A 为 TRPM2 与小胶质细胞 Iba-1 的免疫荧光染色；B 为 TRPM2 与星形胶质细胞 GFAP 的免疫荧光染色。免疫荧光

显示 TRPM2 红色、Iba-1 绿色、GFAP 绿色。

图 2 TRPM2 在对照组和癫痫组大鼠海马小胶质细胞和星形胶质细胞中的定位

PTNF-α 24 h <0.001）。C8 细胞释放 IL-1β 和 IL-6 的水平

也增加（PIL-1β 12 h <0.05；PIL-1β 24 h <0.05；PIL-6 24 h <0.01），

而 TNF-α 的含量与对照组比较差异无统计学意义。

见图 4。

五、PARP-1、TRPM2、GSK-S9、GSK 以及

p-NF-κB p65 在 H2O2 诱导的 BV2 和 C8 细胞中的

表达

用 H2O2 诱导 BV2 和 C8 细胞系来模拟癫痫发作

时氧化应激对小胶质细胞和星形胶质细胞的影响。

结果显示，随着 H2O2 诱导时间的延长，BV2 细胞

中 PARP-1、TRPM2 和 p-NF-κB p65 的表达逐渐增

加（PPARP-1 6 h <0.01；PPARP-1 12 h <0.001；PPARP-1 24 h<0.001；

PPARP-1 6 h <0.01；PTRPM2 12 h <0.01；PTRPM2 24 h<0.001； 
Pp-NF-κB p65 12 h <0.001；Pp-NF-κB p65 24 h <0.01），GSK-3β/GSK
的比值下降、GSK 的活性增加（PGSK-3β/GSK 12 h <0.05；

PGSK-3β/GSK 24 h <0.001），见图 5。在 H2O2 诱 导的 C8 细

胞中，TRPM2 表达及 GSK 的活性也增加（PTRPM2 6 h < 
0.05；PTRPM2 12 h <0.05；PTRPM2 24 h<0.01；PGSK-3β/GSK 6 h < 
0.001；PGSK-3β/GSK 12 h <0.001；PGSK-3β/GSK 24 h < 0.001）， 而

PARP-1 以及 p-NF-κB p65 的表达与对照组比较差异

无统计学意义。见图 6。
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注：A、B 为 BV2 中 TRPM2 表达的蛋白免疫印迹条带及相对表达量；C、D 为 C8 中 TRPM2 表达的蛋白免疫印迹条带

及相对表达量；与对照组比较，* 为 P < 0.05，** 为 P < 0.01，*** 为 P < 0.001，ns 为 P > 0.05。

图 3 H2O2 刺激 BV2 和 C8 细胞 3 h、6 h、12 h 及 24 h 后细胞中 TRPM2 的表达情况

注：A 为 BV2 细胞；B 为 C8 细胞；与对照组比较，* 为 P < 0.05，** 为 P < 0.01，*** 为 P < 0.001，ns 为 P > 0.05。

图 4 H2O2 刺激对 BV2 及 C8 细胞释放 IL-1β、IL-6 以及 TNF-α 的影响
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注：PARP-1、TRPM2、GSK S9、GSK 以及 p-NF-κB p65 在 BV2 细胞中表达的蛋白免疫印迹条带及相对表达量，与对照

组比较，* 为 P < 0.05，** 为 P < 0.01，*** 为 P < 0.001，ns 为 P > 0.05。

图 5 H2O2 刺激对 BV2 细胞中 PARP-1、TRPM2、GSK S9、GSK 以及 p-NF-κB p65 表达的影响

注：PARP-1、TRPM2、GSK S9、GSK 以及 p-NF-κB p65 在 C8 细胞中表达的蛋白免疫印迹条带及相对表达量，与对照 
组比较，* 为 P < 0.05，** 为 P < 0.01，*** 为 P < 0.001，ns 为 P > 0.05。

图 6 H2O2 刺激对 C8 细胞中 PARP-1、TRPM2、GSK S9、GSK 以及 p-NF-κB p65 表达的影响 
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六、H2O2 诱导的 BV2 细胞中 CaN 活性的测

定

结果表明，H2O2 诱导的 BV2 细胞中 CaN 的活

性随着 H2O2 刺激时间延长而增加，在 12 h、24 h
时增加具有统计学意义（P12 h < 0.01；P24 h < 0.01）。

见图 7。

胶质细胞和星形胶质细胞中均有表达，因此本研

究团队进一步利用 H2O2 刺激 BV2 细胞及 C8 细胞

来模拟癫痫反复发作引起的氧化应激对小胶质细

胞和星形胶质细胞的影响，结果显示 H2O2 可激活

BV2 细胞及 C8 细胞中的 TRPM2 并产生促炎细胞

因子。现认为，氧化应激可通过加重神经炎症促

进癫痫的发生，因此推测氧化应激可上调小胶质

细胞及星形胶质细胞 TRPM2 的表达，增加胶质细

胞对氧化应激的易感性，并通过 TRPM2 介导小胶

质细胞中促炎细胞因子的产生，进而促进 TLE 的

发生发展［25］。 
TRPM2 在中枢神经系统中表达最高，并且在

小胶质细胞中富集，其激活被证实可以刺激炎症反

应［26］。Raghunatha 等［27］发现小胶质细胞 N- 甲基 -D-
天冬氨酸受体通过 PARP-1/TRMP2 信号驱动促炎

症反应。本研究显示，在 H2O2 刺激的 BV2 细胞

中，PARP-1、TRPM2 和 p-NF-κB p65 的表达升高，

GSK-3β 及 CaN 活性升高，推测癫痫反复发作时，

氧化应激可能通过促进小胶质细胞中 PARP-1 的产

生激活 TRPM2 离子通道的开放，导致 Ca2+ 内流，

并通过 CaN/GSK-3β/NF-κB p65 引发一系列促炎细

胞因子的产生，最终加重神经炎症反应，促进癫痫

的反复发作。与小胶质细胞相比，H2O2 刺激的 C8
细胞分泌促炎细胞因子的能力较弱，且 PARP-1、

p-NF-κB p65 在 C8 细胞中的表达水平无明显变化，

据此认为，TRPM2 可能主要在小胶质细胞中介导

癫痫相关神经炎症的发生。

综上所述， TRPM2 在 TLE 大鼠海马中的高表

达使海马更易受到癫痫发作时氧化应激的影响，

并可能在小胶质细胞中通过 TRPM2/CaN/GSK-3β/
p-NF-κB p65 通路参与癫痫相关神经炎症的发生，

从而促进癫痫的反复发作。本研究结果提示小胶

质细胞中的 TRPM2 可能是 TLE 治疗的一个新靶点，

接下来将进一步明确小胶质细胞中 TRPM2/CaN/
GSK-3β/p-NF-κB p65 通路在 TLE 中的作用，并深

入探讨星形胶质细胞的 TRPM2 在癫痫中的作用

机制。
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